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Praca oryginalna Original paper

Zaka¿enia Salmonella spp. stanowi¹ istotny czyn-
nik zagro¿enia dla zdrowia ludzi i zwierz¹t. Znorma-
lizowana metoda stosowana w laboratoriach akredy-
towanych (2, 3) daje mo¿liwo�æ wykrywania pa³eczek
z rodzaju Salmonella enterica podgatunku enterica
o typowych w³a�ciwo�ciach hodowlanych i bioche-
micznych. Stwarza to ryzyko uzyskania wyniku fa³-
szywie ujemnego � nie wykrycia Salmonella � w przy-
padku badania próbki zaka¿onej
szczepem reprezentuj¹cym inny
podgatunek Salmonella lub posiada-
j¹cym nietypowe w³a�ciwo�ci bio-
chemiczne. Celem artyku³u jest opis
przypadku izolacji nietypowego
szczepu Salmonella enterica pod-
gatunek enterica serowar Anatum
(S. Anatum), zdolnego do fermen-
tacji sacharozy oraz porównanie
z innymi szczepami tego serowaru.

Opis przypadku
Szczep wyosobniono z próbki ka³u

pobranej w ramach krajowego progra-
mu zwalczania Salmonella ze stada kur
niosek towarowych w wieku 45 tygod-

ni (9). Badanie wykonano w Zak³adzie Higieny Weteryna-
ryjnej w Opolu, pos³uguj¹c siê akredytowan¹ metod¹, zgod-
n¹ z obowi¹zuj¹c¹ norm¹ miêdzynarodow¹ (2, 3). Po 24 h
inkubacji hodowli na po¿ywce MSRV uzyskano charak-
terystyczny dla Salmonella wzrost w postaci bia³oszarej,
mêtnej strefy, z bia³¹ otoczk¹ z wyra�nie widoczn¹ krawê-
dzi¹ (ryc. 1). Na sta³ych po¿ywkach selektywno-ró¿nicuj¹-
cych (XLD i BGA) uzyskano wzrost jednorodnej hodowli
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Ryc. 1. Charakter wzrostu na po¿ywce MSRV



Medycyna Wet. 2009, 65 (9) 625

bakteryjnej o morfologii nietypowej dla
Salmonella (ryc. 2). Wyniki badañ bioche-
micznych równie¿ nie by³y charakterys-
tyczne dla Salmonella (zakwaszenie sko-
su i brak produkcji siarkowodoru na aga-
rze TSI). W zwi¹zku z charakterem wzro-
stu na MSRV za celowe uznano dodatko-
wy posiew na Salmonella Chromogenic
Medium II (Oxoid) oraz test ID32E (bio-
Merieux). Wygl¹d kolonii uzyskanych na
po¿ywce chromogennej by³ typowy dla
podgatunku enterica, a w³a�ciwo�ci bio-
chemiczne okre�lone w te�cie ID32E pozwo-
li³y zakwalifikowaæ szczep do rodzaju Sal-
monella. Szczep, po wstêpnym okre�leniu
przynale¿no�ci do serowaru S. Anatum,
zosta³ przes³any do Krajowego Laborato-
rium Referencyjnego � Salmonella w celu
wykonania badañ potwierdzaj¹cych.

Materia³ i metody
W laboratorium referencyjnym szczep

Salmonella zarejestrowano pod numerem
#101/2008 i poddano ponownie badaniom
hodowlanym na po¿ywkach selektywno-
-ró¿nicuj¹cych oraz identyfikacji cech bio-
chemicznych przy u¿yciu testów konwen-
cjonalnych (2, 20, 22) i komercyjnych
(ID32E, API50CH, bioMerieux). Identy-
fikacjê serologiczn¹ szczepu zgodnie ze
schematem White-Kauffmann-Le Minor
(17) wykonano metod¹ aglutynacji szkie³-
kowej z surowicami diagnostycznymi
(Immunolab, Gdynia; SSI, Dania; Mast,
UK). Przeprowadzono te¿ badania porów-
nawcze szczepu #101/2008 z 15 dzikimi
szczepami S. Anatum z kolekcji Zak³adu
Mikrobiologii PIWet-PIB, które wyizo-
lowano w latach 2004-2008 od kur nio-
sek (n = 8), brojlerów (n = 3), indyków
(n = 1) oraz z ¿ywno�ci (n = 1), mieszan-
ki paszowej (n = 1) i osadu �ciekowego
(n = 1).

Ocenê wra¿liwo�ci szczepów Salmo-
nella na lityczne dzia³anie bakteriofaga
O-1 przeprowadzono postêpuj¹c zgodnie
z metod¹ opisan¹ wcze�niej (22).

Do oznaczenia oporno�ci szczepów na
antybiotyki zastosowano metodê naj-
mniejszego stê¿enia hamuj¹cego (Sensi-
titre®, Trek D. S.). Wyniki interpretowa-
no zgodnie z kryteriami epidemiologicz-
nymi zalecanymi przez Europejski Urz¹d
Bezpieczeñstwa ¯ywno�ci (15, 17).

Wyniki i omówienie
W badaniu bakteriologicznym stwierdzono nietypo-

wy dla Salmonella enterica podgatunek enterica wy-
gl¹d kolonii szczepu S. Anatum #101/2008 na sta³ych
selektywnych po¿ywkach XLD, BGA, BxLH i typo-

w¹ morfologiê kolonii na Salmonella Chromogenic
Medium II (ryc. 2). Odnotowano fakt zakwaszania
przez ten szczep agaru TSI, co wskazywa³o na fermen-
tacjê laktozy i/lub sacharozy (ryc. 3). Posiew szczepu

S. Typhimurium
ATCC 14028

S. Anatum
#101/2008

Escherichia coli

ATCC 25922
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Ryc. 2. Morfologia kolonii na po¿ywkach ró¿nicuj¹cych

po¿ywka TSIpo¿ywka Kliglera

Ryc. 3. Wzrost na po¿ywce Kliglera i TSI (od lewej: E. coli ATCC 25922,
S. Typhimurium ATCC 14028, S. Anatum #101/2008)
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na zmodyfikowany agar Kliglera, jeden z elementów
metody �4 probówek� u¿ywanej rutynowo w potwier-
dzaj¹cych badaniach biochemicznych w Krajowym
Laboratorium Referencyjnym � Salmonella wykaza³,
¿e szczep S. Anatum #101/2008 nie posiada³ zdolno�-
ci do rozk³adu laktozy, o czym �wiadczy³o ¿ó³te za-
barwienie s³upka i czerwone skosu (ryc. 3) (20). Nie-
typowy wygl¹d agaru TSI zwi¹zany by³ zatem z fer-
mentacj¹ sacharozy. Wynik testu ID32E potwierdzi³
przynale¿no�æ szczepu do gatunku enterica podgatu-
nek enterica, pomimo zdolno�ci izolatu do fermenta-
cji sacharozy. Kolejn¹ nietypow¹ cech¹ biochemiczn¹
stwierdzon¹ w te�cie ID32E by³ brak zdolno�ci do fer-
mentacji inozytolu.

Identyfikacjê serologiczn¹ szczepu #101/2008 Sal-
monella potwierdzono zarówno w krajowym, jak
i wspólnotowym laboratorium referencyjnym (CRL-
-Salmonella, RIVM, Bilthoven, Holandia).

Wszystkie badane szczepy fermentowa³y: d-frukto-
zê, d-glukozê, d-mannozê, galaktozê, l-arabinozê,
l-fukozê, maltozê, melibiozê, ramnozê, rybozê, treha-
lozê, dulcytol, glicerol, mannitol, sorbitol, glukonian
i N-acetyloglukozaminê. Najczê�ciej notowany profil
biochemiczny (n = 14) oprócz wymienionych substra-
tów obejmowa³ równie¿ rozk³ad 5-ketoglukonianu
potasu. Jeden szczep uzyskany ze stada kur niosek
w 2005 r. by³ dodatkowo zdolny do fermentacji d-ksy-
lozy. Szczep #101/2008 oprócz typowego dla wiêk-
szo�ci badanych izolatów profilu biochemicznego ce-
chowa³ siê równie¿ zdolno�ci¹ do rozk³adu: d-arabi-
nozy, sacharozy i d-rafinozy. Izolat ten, w odró¿nieniu
od pozosta³ych badanych szczepów, nie fermentowa³
jednak 5-ketoglukonianu potasu.

¯aden z badanych szczepów nie wykazywa³ wra¿li-
wo�ci na lityczne dzia³anie bakteriofaga O-1. W przy-
padku siedmiu szczepów stwierdzano s³ab¹ reakcjê
w formie policzalnej liczby ³ysinek, której jednak zgod-
nie z przyjêtymi kryteriami nie uznano za wynik do-
datni (22).

Wiêkszo�æ badanych szczepów, w tym #101/2008,
by³a wra¿liwa na zastosowane: betalaktamy, cefalo-
sporyny, fenikole, chinolony, aminoglikozydy, tetra-
cykliny, sulfametoksazol i trimetoprim. Piêæ szczepów
wykaza³o oporno�æ na sulfametoksazol. Jeden szczep
wyizolowany od brojlerów w 2008 r. by³ oporny na
chinolony (kwas nalidyksowy i ciprofloksacynê), a inny
izolat z 2007 r. cechowa³ siê oporno�ci¹ na 5 klas sub-
stancji antybakteryjnych (ampicylina, streptomycyna,
tetracyklina, sulfametoksazol i trimetoprim).

Zasada dzia³ania sta³ych po¿ywek ró¿nicuj¹cych sto-
sowanych najczê�ciej do izolacji Salmonella enterica
podgatunek enterica opiera siê na zdolno�ci tych bak-
terii do fermentacji glukozy i braku rozk³adu laktozy
i/lub sacharozy. Opisany przypadek izolacji szczepu
S. Anatum o nietypowych w³a�ciwo�ciach wskazuje
na trudno�ci, jakie mo¿na napotkaæ w diagnostyce la-
boratoryjnej Salmonella, co mo¿e obni¿yæ czu³o�æ sto-
sowanych metod. Z pi�miennictwa wynika, ¿e niety-

powe szczepy Salmonella fermentuj¹ce laktozê czy
sacharozê s¹ spotykane od lat, a zjawisko to dotyczy
ró¿nych serowarów. Notowano fermentuj¹ce sacha-
rozê szczepy: S. Heidelberg (12), S. Enteritidis (33),
S. Poona (14), S. Tennessee (23), S. Mbandaka (28),
S. Typhimurium i S. Senftenberg (34). Cecha ta by³a
zwykle kodowana na pozachromosomalnych struktu-
rach DNA (11, 23, 25, 34). Szczepy Salmonella ente-
rica podgatunek enterica fermentuj¹ce laktozê s¹ spo-
tykane czê�ciej ni¿ te zdolne do rozk³adu sacharozy.
Laktozododatnie szczepy by³y opisywane równie¿
w Polsce (16, 29). W obu sytuacjach autorzy zwracali
uwagê na nietypowy dla wiêkszo�ci S. enterica pod-
gatunek enterica charakter wzrostu i mo¿liwo�æ uzys-
kania wyników fa³szywie ujemnych (13, 24, 26, 29).
Reid i wsp. (28) obserwowali spadek czu³o�ci metody
siêgaj¹cy 36% w przypadku obecno�ci w próbce szcze-
pów fermentuj¹cych sacharozê. Skala tego zjawiska
nie jest rozpoznana, gdy¿ w wiêkszo�ci laboratoriów
nietypowe szczepy Salmonella mog¹ byæ eliminowa-
ne ju¿ na etapie namna¿ania selektywnego lub ró¿ni-
cowania izolatów. Powodem tej sytuacji jest fakt, ¿e
stosowana obecnie diagnostyka Salmonella (2, 3) nie
daje mo¿liwo�ci wykrycia szczepów o nietypowych
w³a�ciwo�ciach biochemicznych. Zmiany dokonywa-
ne w kolejnych wydaniach normy ISO 6579 dotyczy³y
zast¹pienia obligatoryjnej po¿ywki BGA po¿ywk¹
XLD. W rezultacie wiêkszo�æ weterynaryjnych labo-
ratoriów zwykle stosuje obie te po¿ywki, chocia¿ ich
system ró¿nicuj¹cy opiera siê na zdolno�ci bakterii do
fermentacji cukrów (26). Zarówno opisywany przy-
padek, jak i badania Kolmos i Schmidt (24) dowodz¹,
¿e zastosowanie TSI do identyfikacji biochemicznej
szczepu fermentuj¹cego sacharozê dodatkowo sprzy-
ja uzyskiwaniu fa³szywie ujemnych wyników, gdy¿
szczepy o nietypowych w³a�ciwo�ciach biochemicz-
nych nie s¹ zaliczane do Salmonella enterica podga-
tunku enterica. W tym kontek�cie stosowanie w diag-
nostyce Salmonella po¿ywki Kliglera oprócz agaru
trójcukrowego TSI (2) mo¿e przyczyniæ siê do pod-
niesienia czu³o�ci metody. W przypadku badania pró-
bek pochodz¹cych od zwierz¹t ryzyko otrzymania
wyniku fa³szywie ujemnego jest mniejsze ze wzglêdu
na stosowanie po¿ywki MSRV. Przedstawiony na ryc. 1
charakter wzrostu typowy dla ruchliwych Salmonella
(30) mo¿e bowiem sugerowaæ potrzebê wykonania do-
datkowych badañ potwierdzaj¹cych szczepu bakteryj-
nego, tak jak przedstawiono to w opisywanym przy-
padku.

W kontek�cie opisanego przypadku izolacji niety-
powego szczepu S. Anatum warto zwróciæ uwagê na
niedoskona³o�ci metody izolacji Salmonella zawartej
w PN-EN ISO 6579:2003 i d¹¿yæ do poprawy czu³o�-
ci stosowanej w laboratorium metody izolacji Salmo-
nella, na przyk³ad poprzez zastosowanie sta³ej po¿ywki
selektywnej, której system ró¿nicowania nie bazuje na
rozk³adzie cukrów oraz stosowaniu agaru Kliglera
obok TSI.
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W kolekcji Zak³adu Mikrobiologii PIWet-PIB znaj-
duje siê kilkadziesi¹t szczepów S. Anatum wyizolo-
wanych z urzêdowych badañ zwierz¹t (4, 6-8), ¿yw-
no�ci, pasz i �rodowiska. W trakcie prowadzonych
w latach 2005-2006 badañ stad brojlerów serowar ten
stwierdzano w 7 krajach Wspólnoty Europejskiej. By³
to jeden z 6 wystêpuj¹cych u brojlerów serowarów,
które nale¿¹ do 10 najczê�ciej stwierdzanych u ludzi
(4). Od niosek S. Anatum izolowano w Polsce i Fin-
landii (6), a od indyków � w 4 krajach, w tym w Pol-
sce (8). W 10 krajach stwierdzono ten serowar w prób-
kach pochodz¹cych od tuczników (7).

Szczepy Salmonella nale¿¹ce do serowaru Anatum
odgrywaj¹ pewn¹ rolê w epidemiologii zaka¿eñ cz³o-
wieka (10). Wed³ug danych Pañstwowego Zak³adu
Higieny, serowar S. Anatum wystêpowa³ czêsto na po-
cz¹tku lat siedemdziesi¹tych XX wieku, a potem jego
znaczenie epidemiologiczne zmala³o. Aktualnie zno-
wu jest jednym z 15 serowarów najczê�ciej wywo³u-
j¹cych zaka¿enia ludzi w Polce, a czêsto�æ jego wy-
stêpowania wzros³a z 0,14% w 2006 r. do 0,16%
w 2007 r. (1).

Wiêkszo�æ badanych szczepów S. Anatum stanowi³a
homogenn¹ biochemicznie grupê. Obserwacja ta jest
zgodna z wynikami Poppe i wsp. (27), którzy ponad
80% szczepów S. Anatum zaliczyli do swoistego dla
tego serowaru profilu biochemicznego charakteryzu-
j¹cego siê zdolno�ci¹ do fermentacji 6 cukrów i alko-
holi. Taki profil biochemiczny by³ identyczny z odno-
towanym w grupie opisanych szczepów S. Anatum oraz
badanych wcze�niej (31). Typowe szczepy S. Anatum
rozk³ada³y, tak jak wiêkszo�æ Salmonella spp. (31),
galaktozê, d-glukozê, d-fruktozê, d-mannozê, ram-
nozê, mannitol, sorbitol, N-acetyloglukozaminê, mal-
tozê, l-fukoza, glukonian potasu i 5-ketoglukonian
potasu. Ponadto by³y one zdolne do fermentracji
l-arabinozy, melibiozy, trehalozy, glicerolu i dulcyto-
lu, ale nie rozk³ada³y d-ksylozy. Natomiast nietypowy
szczep S. Anatum #101/2008 fermentowa³ dodatko-
wo sacharozê i d-rafinozê, ale nie rozk³ada³ 5-keto-
glukonianu potasu. By³ on te¿ jednym z dwóch szcze-
pów fermentuj¹cych d-arabinozê (31).

We wcze�niej wykonanych badaniach stwierdzono,
¿e 98,1% badanych szczepów Salmonella enterica
podgatunek enterica by³o wra¿liwych na lityczne dzia-
³anie bakteriofaga O-1 (22). Najni¿szy odsetek szcze-
pów wra¿liwych (90,0%) odnotowano w przypadku
grupy serologicznej O:3,10, do której nale¿y S. Ana-
tum. Uzyskane obecnie wyniki s¹ wiêc zgodne z wcze-
�niejszymi rezultatami oraz doniesieniami innych au-
torów (18, 19) i wskazuj¹ na ograniczone znaczenie
stosowania bakteriofaga O-1 w diagnostyce nie tylko
nietypowych S. Anatum, ale równie¿ szczepów posia-
daj¹cych �klasyczny� profil biochemiczny.

Oporno�æ na antybiotyki mo¿e byæ zwi¹zana zarów-
no z serowarem Salmonella, jak i �ród³em izolacji
szczepów (10, 21, 32). Podobnie jak w innych krajach
Wspólnoty (5), izolowane w Polsce szczepy S. Ana-

tum by³y wra¿liwe na wiêkszo�æ u¿ytych antybioty-
ków. Natomiast w przypadku szczepów S. Anatum
izolowanych w Kanadzie czêsto obserwowano wystê-
powanie zjawiska oporno�ci, które dotyczy³o najczê�-
ciej sulfonamidów (27). Wra¿liwo�æ badanego izola-
tu #101/2008, jak i pozosta³ych szczepów S. Anatum,
na zastosowane antybiotyki pozwala przypuszczaæ, ¿e
nawet w przypadku rosn¹cego znaczenia tego serowaru
w epidemiologii zaka¿eñ cz³owieka pa³eczkami Sal-
monella istnieje mo¿liwo�æ efektywnej terapii anty-
biotykowej.

Podsumowanie
Standardowe podej�cie do badania wykonywanego

zgodnie z norm¹ ISO 6579 uniemo¿liwia wykrycie
bakterii Salmonella enterica podgatunek enterica zdol-
nych do fermentacji sacharozy. Dlatego te¿ w bada-
niach rutynowych wskazane jest stosowanie, oprócz
obligatoryjnej XLD, drugiej po¿ywki selektywno-ró¿-
nicuj¹cej wykorzystuj¹cej inn¹ ni¿ fermentacja cukrów
zasadê dzia³ania oraz do³¹czenia agaru Kliglera na eta-
pie potwierdzaj¹cych badañ biochemicznych. Stwier-
dzone w³a�ciwo�ci �wiadcz¹ o du¿ej aktywno�ci bio-
chemicznej S. Anatum. Wykrycie szczepów S. Ana-
tum o cechach nietypowych dla Salmonella enterica
podgatunku enterica, a tak¿e podobieñstwo do izola-
tów uzyskanych z ró¿nych �róde³ na przestrzeni kilku
lat stanowi¹ przes³ankê do szczegó³owej analizy epi-
demiologicznej szczepów tego serowaru z zastosowa-
niem metod molekularnych.
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